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(57) Abstract 



A method for detecting specific nucleic acid sequences (a single sequence and/or a mixture of nucleic acid sequences) 
which are present in a biological sample, comprising at least one enzymatic amplification. Detection is carried out, after placing 
the biological samples in a solution in order to extract the nucleic acid, by enrichment with target sequences by putting the biolog- 
ical samples into contact with at least one pair of appropriate triggers, followed by at least one appropriate dilution of the ob- 
tained enrichment amplifying solution, and by putting a fraction of this solution into contact with at least one pair of triggers, fol- 
lowed by the detection of the obtained double-strand target nucleic acid copies. Applications in the diagnosis of genetic, 
infectious and tumoral diseases, in checking biological samples and in cell typing etc. 

(57) Abrege 

Procede de deteaion de sequences specifiques d'acide(s) nucleique(s) (sequence unique et/ou melange de sequences 
d'acides nucleiques) presente(s) dans un echantillon biologique, comprenant au moins une amplification enzymatique. La detec- 
tion est realisee, apres mise en solution des echantillons biologiques pour en extraire le/les acides nucleiques, par enrichissement 
en sequences cibles par mise en contaa des echantillons biologiques avec au moins une paire d'amorces appropriees, suivie par 
au moins une dilution appropriee de la solution d'amplification d'enrichissement obtenue, puis par mise en contact d'une frac- 
tion de cette solution avec au moins une paire d'amorces, suivie de la deteaion des copies d'acide nucleique cible double brin ob- 
tenues. Applications a la detection de maladies genetiques, infectieuses, tumorales, au contrdle des echantil^ns^iologiques^u 
typage cellulaire, etc. 
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PROCEDE DE DETECTION DE SEQUENCES SPECIFIQUES D'ACIDES 
NUCLEIQUES ET SES APPLICATIONS . 

La presence invencion es-L^- relative ^ un pro- 
cede de deteccion de faibles quant ites d'acides 
5 nucleiques obtenus par ampii f icacion, ainsi qu ' a ses 
applications, 

L*une des premieres nieTihodes d ' amplification 
decrites, est la reaction -de — po-lymerisat ion en chalne 
(PGR), developpee par SAIKI R, ec al . (Science, 1985, 
10 230 / 1350). Cette technique permet nocamment d'amplifier 
des sequences d*ADN double -brin et est basee sur le 
f onct ionnement cyclique d'une ADN polymerase, laquelle 
enzyme est capable de copier un brin d'ADN, utilise comme 
matrice, en un brin complementaire par elongation a par- 
15 tir de I'extremite 3* OH libre d'une amorce oligonucleo- 
t idique . 

La technique PGR .con si ste a effectuer n cycles 
successifs d ' amplification, au cours desquels deux 
amorces dirigent 1 ' amplification de la sequence d'ADN 
20 double brin qu'elles encadrent . 

Un cycle d* amplification est compose de trois 
etapes permettant de realiser successivement la denatura- ~ 
tion de i'ADN (95'C), 1 ' hybridation des amorces. (37-55'C) 
et 1' extension des brins d'ADN par une ADN polymerase, 
25 Les bases technologiques *' de la PGR reposent 

sur deux points fondamentaux . - - 

- 1 * utilisation- de deux amorces oligdnucleoti- 
diques, I'une complementaire , du brin ••ADN+, I'autre du 
• brin-'ADN^ ^et ' dont les extremites 3' 'sont en regard' ; 
30 - 1 ' utilisation repetitive de' 1 ' activite d'une 

ADN polymerase appropriee. 

La PGR permet alors 1 * utilrsation, dans des 
conditions adequates, de toutes les sequences neosynthe- 
tisees au cycle n, comme matrices 'pour I'ADN polymerase 
35 au cycle (n+1). II en resulte une amplification exponen- 
tielle du nombre de sequences d'a'cides nucleiques cibles, 
en f onct ion du nombre de cycles, conformement a la courbe 
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c amplification aui comprend une phase exponentielle 
la quancite Q cie sequences cibles obtenues peuc tt'rl 
■ relxee A la quantise Qo de sequences cibles initiales, "lu 
. racceur d. amplification x et.au nombre de cycles n, par 

5 la rormule suivante : Q = Qo (1 + x)^. 

-■ La PGR permet ainsi d ■ ampl i f ier , de ' rnaniere 
• - exponentielle, des sequences d ' acides . nucleiaues dites 
■ - Cibles, des' milliers de fois. 

" 7 , ' ■ C"te technique d' amplification 'est plus par- 

C-TUS 201 184, qui sp^cifie notamment. que. les deux 
amorces oligonucliotidiques mises en oeuvr.e dans la PCR 

• Zll'T ''"-'^ .^tre.auffisam- 

ment longues pour amercer la synthise du produit d'exten- 
■15 -sion-en presence de I'ADN polymerase. 

' , =s-':ain nombre d'amiliorations ou de pe-- 

•fectionnements a cette technique oht ^te proposes ^t 
. ...notamment,- pour 4viter lUddition d'enzymes i chacue 
cycle, une ADN polymirase pouvant r^sister 4 lOO'C la 
20. Taq polymerase, d.crite dans - la oemande de Brevet eu- 
. ■ rop4en CETt;s 238 017, est ajout.e d*s .le d.but du proced* 
.. ...et permet. .de r.ali-ser un 'nombre important de cycles 
d amplification consecutifs. La Taq polymerase a permis 

dune part d'automatiser le precede d'»m„nf. 

^ t ^ p^oceae d amplif ^cation et 

25 d'autre part- 'd'auamenter ' i, • ■ ■ 

,, ■ augmenter la .specificity de 

'^"^^ P^™*"^ ^in^i d'obtenir, sans clonage, 
une amplification considerable d ■ une ' sequence nucleique, 
30 ^norme ,ain en sensibilite. 

30 La. sequence cible amplifi.e est ensuite directement 
accessible differents proc.dis d' analyse tel que le 
procede de dot -blot, I ..lectrophor.se ou le s.quet.aqe. 
.oeux oemandes -de . Brevet (Demandes de Brevet ^uropL 

35 iLrement " ^-^-t plus partLu- 

lierement 1 • association amplification-hybridation pour la 
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de^ecrion d ' une sequence d'acide nucleique. .recherchee 
-^dans-un ^chantilion. 

DepuiS/ ' des variances ec/pu des per f ecr ionne- 
-mentS) pour rendre * I'etape de detection des sequences 
.'•5 aruplifiees plus' aisee, ont ete p_ropos.es et . concernent 
notamment: ies amorces *et/ou les sondes utilis^es. 

L'un de ces' perf ectionnements est I'utilisa-^_ 
tion de deux sondes differentes dont 1,'une, marquee/ est 
dite sonde de detection et. dont 1' autre comprend un frag- 
10^ ment ayant une af finite pour un autre .cq.mposant ei sst 
' dite sonde ' de capture [Brevet ^ britannique -:1'59 403, 
Brevet • frangais '85 19394, KOHNE D. . (American . Clin, 
•Review; nov, 1986), Brevet US 4 486 ,539, Demandes de 

Brevet ' europ4en 70685 et 70687] . ^ . ; ; 

15 * * " Eri variante, ce sont les amorces, eiles-memes 

qui sont modifiees, de 'maniere^ a,permettre la capture de_ 
1 'hybride' forme (Demande de Brevet fr.an<;:ais ,88 03107, 
■ Demande de Brevet' europeen MOLECULAR DIAGNOSIS Inc., 
■ • n* 297' 379) . ' ' ^ : •; 

•20 ' ■ — Un autre' -de ces perf ectionnement s ^ est •^-> . - 

par la methbde decrite dans la Demande de Brevet europeen 
Syntex,' n' 300 796, qui propose une variante.de la PGR 
■ ' ".qui augmente la sensibilite de cette derniere, notamment 
en presence de quant ites . tres faibles -dVacide. nucleique 
25 sans en augmenter toutefois la specificite. 

Cependant, 1 * utilisation en routine de, la PGR, 
a fait apparaltre un inconvenient important, i son 

extreme' sensibilite, a sayoir 1 '.emergence . de , M-posi- 

-ti'fs, qui se sont reveles etre lies, apres ; une ; analyse 
'30 soigneuse des resultats, essentiellement a :ung ^contamina- 
tion 'de 1 ' echantiilon a analyser par des sequences homo- 
" logues . • . ...•,..„.'. . 

Un certain nombr:e . .d ' articles , . parus • depuis 
* ^ environ deux ans, decriyent de tels.cas ;de contaminations 
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■ --et pr.oposent des 'moyens pour, les' resoudre 

Y.M.D. LO eu £l., dans un arcicle paru dans 
Lancet: (1988, ■! 61o\ -f^^- - ' . uans 

■ -^^ , . . -PParaltre cec inconvenient 

ce^la reaccxoh de polymerisation en chalne, dQ ^. sa sen- 
•5 s.bxlxfe et, pour pallier cet :inconvenient i.oortant, 

■ Precon.senf -de- prendre- un soin particulier dans la pr.pal 
■ ration de la m_atrice d'ADN avant 1 ' ampli f ication , . 

'.. . r^'". ' ^'^^^ dans un article- paru dans 

. Genes- & Development, 1989, 3 ina^-inQQ 
in ' ■'■^9 = -1098, prodiguent les 

10 conseils suivants • isoler rr.,,^ ^ ■ ^ -^es 

- oou- 1. rr,- isoler tou5 les reactifs utilises 
Pou.. la mxse en oeuvre ce la PGR, des equipements util."- 
-ses pour analyser ' les' produits obtenus , utiliser d« 
-^oouchons- .-vis et m.me aller jusqu-. congeler les conte- 
nus avant d.effe.tu.r la reaction finale, afin d'.viter 

,15. la formatxon^ d.aerosols ; . limiter le nombre de cycles 
a amplx-ficat ion _au minimum, , la fois . pour r.duire le 
. .rxsque. d.ampli.ier de petites quantit.s de contaminants 
T""" """" reduire la quantite totale.de pro- 

20 tZll ^"P— ^-x de Pipettes diffe- 

^0 rents pour chaque tache. 

- ' ■ ■ - 2ARKAR et al.,'dans un article oaru dans 

■ "at"::'' d ' ' ^viter la contami- 

nation, de traxt-er 1 ' echantillon aux rayons uv, avant 

• <^'s:outer la- matrice d'ADN ^ amplifier. 

' ■ """^^ <ians un article paru dans 

Nature, 1989, 339 7?7-?-5q ■ r'='f-'^ aans 

■de "bonn^- • certain nombre 

..de bonnes, pratxques de laboratoire" pour contr61er et 
pour evxter. la contamination : isoler physi.quement les 
. .preparatxons et les p.oduits pour PCR. (pi.ces s.par.es 
30. rayon.,. uv...) ; autoclaver les tampons utilises 

les reactifs en petits echantillons afin d'eviter' un 
...Pxpetag-e rep.t. ; utiliser des gants de protection ; .vi- 
■ter les projections-; utiliser des pipettes ne provoquant 
. . I'apparxtxon d- aerosols; etc...' ' si ^nu 

Cependant, ^es suggestions proposees par les ' 

dxrferents Auteurs precites, pour evite^ la cnn/ • 

i^wuj. evxcer la contamma- 



•35 



wo 90/15881 



uion, n'eavisagenc en aucun cas ie probleme des faux- 
posit-ifs do a 1 ' afupiif icanicn de sequences heteroiogues 
ec/b'U a 'la presence de debris cellulaires. 

De* celles sequences heteroiogues, differentes 
5 des sequences cibles a deteccer, mais cependant de struc- 
tures- suf f isaroment proches pour entrainer une hybridation 
imparfaite entre" ies amorces specif iques,. des sequences 
cibles a. detecter et ces sequences heteroiogues, sont 
-ampl'ifiees de maniere exponent ielle corume.' Ies sequences 
10' cibies, lors de* la PGR. ^ , ,^ , 

En effec, aucune des methodes d * ampli-f icat ion 

- et/ou" de defection de sequences - specif iques ; d'acides 

* -nucleiques de I'Art anterieur, qui sont .les- seuies a etre 
aisement aunomati sables , ne permet .: 

-15* ^ T. *d*eiiminer les sequences, -heteroiogues 

amplifiees e'xponentiellement , lors de la PGR;. '-co'nsequence 
airecte de 1 'integration physique* des.. amorces dans les 
brins neosynthetises, 1 ' amplification de. -ces ^sequences 
' heteroiogues conduisant a 1 ' emergence , de .faux positifs ; 
' ' *20" ^ et/ou** ' ' ... . ' . * 

2, de realiser une detection d'acide nucleique 
■ ' -en phase ' homiogene/ c*est-a-dire ne necessitant ni separa- 
tion sur g^l d'electrophorese, ni fixation sur un support 
solide' de capture, ni utilisation, d' amorces nucleoti- 
25 diques modifiees," ni une etape d '.hybridation avec . une 
sonde "de' detection. - . - 

G 'est pourquoi,^ la Demanderesse s I est en 
consequence donne pour but de. pourvoir, i,. .un :procede de 
- ^detection ' tant qualitatif, semi-quantitat if que - quant it a- 
■ 30 ' tif et d' identification de faibles quantites d'acides 
nucleiques par amplification, notamment - en- phase homo- 

• • g6ne, qui "repond mieux aux nece.ssites . de la pratique que 

les 'procedes de I'Art ^ anterieur , not.amment : en. ce qu'ii 
'"'-•'est facile a automatiser specifique,- sensible, ■ .rapide et 
35 economique et en ce que la presence .de sequences hetero- 
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. n'a praciquemenc pas 

^ . -"fluencs sur ladice- dececiion, . ' 

La presents inVencion a pour objet' un procid* 
.ae datection- da s*,ua.=a3 ap.cifiques. d'acilel'^ 

d ac.aaa nucla.^uas, pr.sanca.s, ■ dans un echantHl.n 

■ , b. olo,.,„a, •cc.pr.n^c .u .oins une a.plx^at.ion enz,„a- 

E.que caractar.sa en ca" ou.apr.V misa an aolntion ap- 
:, .propr.ae. da l.achan.iUon biologique pou. ax.raira aa/laa 
10 ac.das nucl.iquaa, ladit proc.d. co.prand la d.t^ct o" 
.^.--d'una saquanca d-'acida nuclaique ou d'un „4lange da sl- 

■ ■ .qua.nces.a.l'aida das atapas suivancas • ' ^- ^ " 

,.: , .,ciblas,s., pa^: --ricKisse^anc- an' s*,uan=a,s, 

15 (a, misa an contac. da 1 ■ 4chantillon biologioue ^mis ' en 
scaut.on, avec au-.oins una Paira' d'a^orcas apprcp "eas 
pour a„pufiar au „oins un fra,„ant ' da ladTca/deslt:; 
saquancas . d'acida nuclaiqua cibla. lasditas amorces 

■20 .anT:":"/"' -^-«s cibias-a.:p: :::! 

- Zl. t. T . -■-P""ca.icn dVenriCisse- 

'ill «'"»tion-.ppropri«. d. la solution 

■ . . ■ amplification d'anrichissamant obtanue an <a, ; 

•„ ^.K, *"P« "l^^^i^ion das s^ouances 

,25 . Clbias,.ampli£14es obtenues, par : ' -equences 

. ,..,(=-) . misa ah contact d'una fraction da " la ' solution 

- -btenua. an <b, avac au moins u^ p" e 
d amorces . dont aa moins Luna des sequences est incluse 

"^^"^ 1^ sequence ■ cable amplifiie en (a) - at' ' " " 

b-LltV""" -Pies d.acide nucl.iqua cible doul>le 

. - b.in obtanuas en (c) , . par tout moyin appropris . 

■ °" "^*=i9""a Cl-apr4s catte dernl6re amplifi- 
,. . „ cation sous..-le nom.- de- "dauxiime sarie d'amplifications" 

35 Vb,', ; • ':°"'""'^"'e"'- * i ■ invention, les etanes (a) at 
?S .»> sent. rep*t4es au moins una fois.- ' ; ■ « 
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Selon un mode ce raise en oeuvre avancageux de 

* 1 ' invention,* la dilucion^ de l*etape (b) . , est, comprise 
'^ntre l/50e ec 1/100 OOOe. 

Selon une disposition avantageuse de. :ce mode 
5^ - de mise" en oeuvre, la dilution de -I'etape . (b) . est - com- 
- prise entre' 'l/50e et 1/50 OOOe. .... - ■ 

Seion une modal ite avantageuse. de . cette dispo- 
" sition/ la dilution de I'etape (b) ;est: -comprise entre 
d'/50e' et 1/10 OOOe, de . preference ent re. : . l/200e et 

^ 10 1/5 OOOe- * ' _ ^- , - 

Cette dilution permet d' init ia-iiser ; 1 ' amplif i- 
catiori"de detection i, part ir . d ' un -mater iel biologique pu- 
rifie et ayant les. proprietes suiyantes : 

• * ' - il est, d*une part, enrichi en - sequences 
15 cibles et • 

- il est, d'autre part , : appauvri en- se-— 

* "parasites""' indesirees, a savoir en amor.ces, no 

' • de' I'etape (a), en sequences heterologues - c-r. - acxae 
• nucleique total par rapport ^ 1 ' echant illon ■- biologique 
"20 • initial * et en debris celluiaires_. . ^ ... / - ' • - 

■ ' Le fait que les amorces non. , utilisees de 

I'etape (a) sont diluees, a 1 ' avant age .dieviter une com- 
" petition entre les amorces, de I'etape (a) - et les amorces 
de l*etape (c) , au . moment .de la deuxieme serie 
25 ' d-* kmplif Ications De plus, ceci permet , d ' uti-liser - moins 
d'amorces lors de la deuxieme serie d Vamplif ications et 
'd'obteriir un meiileur rendement d'in.coxporation" de ces 
■ *' de'rnieres . Ceci presente un ayantage . important , car les 
■ ' '* amorces de 1 ' amplification de detection sont generalement 
30 coOteuses et plus difficiies a synthetiser,- - ' - 

Cet enrichissement • en sequences cibles par di- 
lution de^ la solution d' amplification de I'etape (a) per- 
"met de mettre les sequences ; het.erolog.ues qui^ provoquent 
des ' f aux demarrages. de lecture . par -.hybridation fautive et 
35 les debris cellulaires, dans^des conditions peu propices 
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^, , . -. . . deuxieme se^ie 

^ - - a ompl.iiicacions et iors de la decection. 

Le precede conforrr.e a 1' invent ion - „ 
. . o J. xuvencion a notammenc 

PO.r av.ncage d'aug^ence. la specificity du dosage- en 
5 a.a.ssanc la ,uancire d'acide nucl.ioue .esiduaire e' ^ 
sequences . het-4rologues diverses provenan. du n.^.^.lZl 

- l-^tan. , ^ I'inventicn, les amorces de 

■ 10 ]ZT sequences nucliotidiques si.ole brin 

10 ,™ s.*ple- ,.s, s.H...lden. . .ne s.,.en:: 

■ „ \\^y De- celle-s amorces peuvent eventuellement Sc^e 
moa.r.ees. Ceci permet d • obceni.-' le cas echian., soit u;e 
, _ amorce, ce .capcure.-sol. .„e ■ amorce de detection. 

" Egslemenc conformemenc 4 1 • invention, les 

•amorces de I'ecaDe (n\ o^r^t. ^ . . -^^iw xes 

i ecape (c) sont des paires choisies dans 1= 
troupe comprend les paires : amorce modifi.e. par u'n 

• ■-y="-:.ce capture-amorce modi fi.e par un systeme de 
.20 . L !:::: <-;-''. ^- — amorce Simple-amorce Simple 

*Asi AC), les paires amorce simole- 
amorce, modi flee par un systeme de detection <Asl-Ad, 

On entend par amorce de capture (Ac), une s*- 

23 pT" """"^^ -dlfi.e 'notaL nt 

25. .par.^au. moins une moitr^- de- paire d'affinite et oui 

. e.trem.te -de la- chalne oligonucliotidique une ou plu- 

peut Lai"""" --—" -e capture 

peut egalement *tre un oligonucleotide branch*. 

On entend par amorce de ditection (Ad) , une 
sequence -d-acide. nucl^igue simple brin modifi.e pir un 
s.y3 .m,e ^de. detection et qui" s.^ybride * ' une s fquenc: 
c.ble . par example, I'oligonucleotide peut .tre marque 
en son extremits 5' par un phosphors 32. 

geux de' """^ "i-e en oeuvre avanta- 

geux .de .1 .nventxon, la quantite d'amorces utilis*e au 
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cours de I'ecape (c) (deuxieme s^erie d ' ampiif icacions ) 
est:' rieccement ' inf erieure a la.quancixie d'*aruorces utilises 
au cours de l*"ecape (a) , . . . ^ "~ 

Seion une disposition avaacageuse de ' ce mode 
5' de raise en beuvre, _ ia . quancite.. ^ d * amorces utilisee au 
" coiirs de 1 ' etape (c) esz au moins cinq fois *pius* faible 
que la quantise d* amorces utilisee au cours- -de . 1 ' etape . 
(a) , . - 

Le nombre . de . cycles de .la. deuxieme serie 
10 d 'amplifications est notamment. choisi ;en fonction de •* la 
dilution ' et de la ' nature de 1 • echantillon/ de 'fagon A 
conferer a cette deuxieme serie d' am.plif ications, un ca- 
'ractere exponentiel. ^ . . . • ^ , - . " ^ 

Seion un autre . mode de ..mise en .. oeuvre*- avanta- 
15 geux de I'invention, . lor.sque . la; . .paire d ' amorces de 
1 ' etape "(c) contient une amorce de- -capt.ure; : r.V*e:tapes de 
detection (2) comprend. : . - • ■: ' 

■ (d) la""mise en contact de. la -solution- d '-amplif i'cat ion de 
"detection avec un support approprie qui. capte,. .*les frag- 
■20 ■ ments* d' acides nucleiques porteurs :de • 1/ amorce- -de • capture 
(Ac) integree ; et . . . . - - - 

" "(e) 'la revelation des., copies d' acide: nucl6icrue' cible 
double brin retenues sur ledit support, par tout moyen 
approprie, ' . " * • " - ^ 

25 ' Cette revelation _ peut \.etre jrealisee- soit- k 

i'aide d*une sonde de detection (amorce de detect-ion ou 
hybridation ulterieure avec une _ sonde marquee de ^rtianiere 
appropriee)// .soit a l*aide. , 

Dans un tel mode de mis.e en oeuvre, le syst^me 
30 de capture est avantageusement - une 'moitie de paire 
d'affinite. Un tel. syst^me permettra a .1^' oligonucleotide 
de se fixer sur le support possedant 1 '.autre moitie- de la 
" paire d\af finite. ^ ' - 

On peut ... .citer . - notamment * ^ comma paires 
35 d'af finite, les paires biotine-avidine- ou streptavidirie, 
* 'derive de metal lourd-gr-oupe thip; divers homopolynucleo- 
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fides comme poly ' dG-poiy dC / poly d.^-poly dT et poly dA- 
polydU ainsi que divers oligonucleotides de seauences 
speci-iques comme dans ' le cas, par exemple des amorces 
branchees et les paires antigene-ant icoros . D- autoes 
padres de- composancs peuvent egalemenc . et re utilisees si 

elles presentent une affin^r^ a<?c;=>-7 -Por-i-^ « 

i-t- assez forte pour, permettre 

la-liaxson specif ique des__amorces ' de capture (Ac) incor- 
porees dans les copies del'acide nucleique cible au sup- 
port -solide ; les ligands.-et les conjugues peuvent etre 
parties d'une paire d'affinite, 

• ■ • • Le syst^me de revelation est avantageusement 
choxsx^^dans le groupe ' qui comprend . les isotooes., (ISSj, 
S, -P), les fluorophores, ■ un systeme fluorescent de 
cype lanthanide., • un ' systeme enrymatique ' colorimetrique 
(phosphatase alcaline, peroxydase) , un systeme enzyma- 
txque • fluorimetrique, iumine_sc_ent , bioluminescent ou 
• electrochimique et les composes qui interagissent avec un 
.■■acrde nucleique double brin, notamment une mati^re colo- 
rante ou un agent intercalaht . 

; ■ •■Selon une disposition de' ce' mode de mise en 

oeuvre, lorsqu^une amorce de detection (Ad) est integr^e 
•• dans un-brin d'acide nucleique cible, au cours de l'6tape 
- (c)-, la detection de I'etape (e)" est realises A I'aide de 
ladite amorce de detection (Ad) . ' ' ' 

. - -Selon. une autre disposition de ce mode de mise 

en^ oeuvre, lorsqu 'une' • amorce simple (As) est integree 
d^ns un-brin au cours de I'etape (c), la revelation de 
1 etape (e) est realisee soit par hybridation des copies 
d'acxde nucleique cible double brin retenues sur' le sup- 
port avec une sonde de detection appropri^e, soit par 
rnxse .en contact - -avec un compose qui interagit avec 
1 . acx.de ■. nucleique double brin cible, notamment une 
•matx^re colorante ou un agent intercalant apte 'a produire 
des modifications spectrales, puis detection desdites 
n^odifications -spectrales -du compose qui interagit avec 
l.acxde nucleique .double brin, par tout moyen aporoprie 
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^ Seion un aucre mode de mis.e.. en ,oeuvre du pro- 

eede • conforme a ' 1 ' invention , iorsque .la paire d'-amorces 
de • i'etape (c) ne conuienc pas . d* amorce de capture, 
I'ecape de detection (2) comprend : ^. . . . . 

'5- (d) la" revelation directe en phase homogene* liquide des- 
dites sequences cibles amplifiees/ par mise en,, contact 
* - ' ' des a'cid es nucleiques double brin, obtenus -apres les 
--^etapes (a)/ (b) et *(c) definies ci-dessus , . soi.t . avec une 
" ' sonde de detection appropriee, soit . avec un compose qui 
10' in'teraglt avec un acide nucleique , double . brin, notamment 
une matiere colorante ou un agent intercalant apte a pro- 
■ *• duire des modifications spectrales puis -detec*-ion des- 
'dites' "modifications spectrales du compose qui mt'eragit 
'avec" I'ac'ide nucl4ique double. . brin, par tout,, moyen -appro- 
"15 prie " ' . . . . . _ ^ ^ ; 

Selon une disposition, avantageuse de ce mode 

de rriise "eh oeuvre, ledit compose ,est. choisd . -parmi les 
'sub stance is presentant une modif icat ion . .physico-chimique 
apres" liaison avec I'ADN douiple.^ brin • : 
20 On peut citer a. titre d'exemples non limita- 

tifs 'de tels composes, le 4 * , 6-diamidino-2-phenylindole-2 
(DAPD le bisbenzimide, 1 ' ethidium, la- 9^aminoacridine, 
la proflavine, la quinacrine/ la chloroquine, la* lucan- 
thbne, 1' hycanthone, la tilorone/ le .mAMSA, la ^ dauno- 
25 mycine, 1 ' adriamycine,^ 1 • actinomycine D, la 9-OH N-me- 
thyl-ellipticine, la mithoxanthrone, ; la- bleomycine, 
1 • echinomycine, la ditercaline et les .derives de ces com- 
poses, I'HOECHST 33 ainsi que les nucleotides - modifies de 
■ mani^re' appropriee , 
30 Selon une modaliite avantageuse de cette" dispo- 

sition, le compose propre . a produire des modifications 
spectrales est un agent intercalant fluorescent -tel que, 
notamment, le bromure d' 6thidium ou un; • bis-benzimide tel 
'que I'HOECHST 33-258, . . ....... 

35* Un tel mode de mise en oeuvre- a. . 1 ' avantage de 

ne" 'riecess'iter qu ' une . mesure directe. .de -1 ' acide /nucleiorue 
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double-. brin ".arqu. tocal pr4senc dans ia solution . oou. 
caracuenser ia sequence recherchee. 

■ Un tel mode deTnise en ' oeuvre a, en outre, 

I'avantage d ' eliminer ' les -eactir,n= - • ' 

„ . . ^ reactions de competition aui se 

p.oau..anc ^ans les p.oc.d.s ancerieur „.«ssi- 

double., br.n-.b.enu pou. la diteccion de 
nuclexque. • •• <=>-j-ue 



10 



- : Selon une autre disposition avantageuse de ce 

moae de ..rnise en oeuvre h < v • ' ' 

oeuvre, ...es _ dilutions successives d'un 
ADN a tester, et notamment d ■ un ADN viral ^ tester, sont 
. ■ . .. soumises . une premiere serie d • amplifications dans un 
volume convenab-le cont<-nant au mr^^r, ■ 
r•^y,^^^ ^ ... ""-^^'^^ moms aeux sequences 

15 r<h„ , - ""^trices, les quaeres desoxy- 

T.q DNA polymerase, dans une solution ta.pon approprie^^ 

0 Ol * nr?"r"' '"^'^ quantity ,de I'ordre de 

0 01% p/v, de g*lacine, les produits de la premi*-e 

20, d,ux.e.e etape de dilution, puis . une deuxi..e s*rL 
■:. d-ampl.r.cations-dans un .ilieu d'a^plifications aui est 
. : avantageuse.ent si.ilaire . celui „is en oeuvre dans " 
premiere s*rie d' amplifications et qui contient au .oins 

quo. le CO.POS*, propre -4 produire des modifications soe!- 
t^ les est ajoute i la. solut ion d' amplifications obli;;ue 
. -^- .suxte de la deuxi.me s.rie d. amplifications pour rl 

■ le \^l t^o '""'^ ^ventuellement present dans 

ies solutions, 

certVf^' -Le proced^ conforme a lUnvention presente un 
.".. tS^r les proc*d*s de I'Art an- 

■ •- une specif icite accrue ; ' 
2^ - ■• - une. diminution du bruit de fond • 

"I'on'dil ■ 7'^''" -ensibi-lite accrue, dans la mesure ou 
.. l.on .dxlue .fortement 1 ■ .chant illon apr.s ' 1 • amplification 
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d * enrichissemenc ; en effec, certie.. force dilutior.' per- 
'mee : ' ' . ^, ^ 

"~ - d'etre ie plus ^ souvenc en phase exponen- 
'•' tielle de '1 ' amplif ic.acion uniquemenc pour ies . sequences 
*5 **cibles/ c *est-a-dire iorsque la quancite Q de ■ .sequences 
*' cibles ' ' obnenues peut etre reliee ' .au ..fa'cteur 
"d * amplification x ez au nomiore des- cycles • n par:, la- for- 

^ -mule Q = Qo' (i + x)^"^ ; , : - 

d* avoir un rapport sequences 

10 ciblesV sequences non specif iqyes nettement; .superieur d *1 
■ des * le debut de 1 ' amplification de^ detection ; 

. de dimirvuer les . reactions de v competition 
liees ^'aux produits ___d' extension des-,. ^.ci.d.es nucleiques 
' heterologues et aux co.mposants .. presents- : dans -le -m'ilieu 
IS* bidiogique (debris cellulaires, prqteines," biotine - hatu- 
re'lleV acide nucl4ique total i-nitial .,. .-) . . , . , ' - - - 

Le precede conforme .a 1' invention permet-ega- 
lement de proceder/ au cours . de _ 1 ' amplification de-detec- 

* 'tio'n et ce en meme temps ,et dans le .meme . tube i essai, i 

20^* 1 * amplification de detection -de ^plusieurs ' sequences 
*cibles * a condition d'utiliser comme. amorce de capi.ture des 
■ oligonucleotides branches* Les duplex- -comportant • des 
dligoriucleotides branches ont un brin d '^ADN . monocatenaire 

libre.'Ce brin libre d * ADN .s.imple. brin permet de realiser 

25 'a I'aide' d* un oligonucleotide complementaire attache a un 

•support, une fixation selective, 

II faut en outre souligner. que la dilution ef- 
fectuee apres la premiere amplification permet ^ de' tra- 
vailier avec une concentration en amorce's- • assez faible 
30 pour eliminer I j incidence . du - phenomene . de dim^risation et 
d* amplification des amorces, qui -_conduirait k un signal 
parasite ; de plus, la dilution permet d'utiliser moins 
d* amorces et done d! avoir , une meilleure specif icite dans 
la phase de revelation de 1 amplification de detection, 
35 Le precede .conform.e ,a 1* invention est notam- 

ment' applicable a la, detection, des- maladies- genetiques. 
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des maladies infecci.euses (virus, .parasites, chamoignons, 
• bacceries...)ec des maladies ..umc rales tanc- • -humaines, 
anxmaies-que vegecales, au controle des .echancillons bio- 
1-ogiques ainsi qu'au typage ce.llulaire. 

• • La presente invention a, .en.-outre, oour objet 

un- coffrec, kit ou ensemble coordonne, pret a.l'emoloi, 
■pour la mxse en oeuvre du precede conforme A I'invent^on 
•caracc^riseen ce qu'outre des . quantites . utiles de tam^ 
pons et de reactifs acpropries ' pour la mise en.-oeuvre de 
ladite detection,' il" comprend au moins : 

des doses appropriees d ' au moins une pre- 
miere paire d' amorces appropriees, pour la. realisation de 
I'etape (a) dudit precede ; 

.' doses appropriees .d'au -moins une 

deuxieme paire d' amorces appropriees, pour la realisation 
de 1-etape (c) dudit procede ;.et eventuellement 

— des doses appropriees .d'une sonde ■ aopro- 

prxee, pour Ua realisation de I'etape (e) ■ dudit . priced^ 
et /ou ' - - ■ 

•-- - des doses' appropriees d'au moins . un comoos^ 
se-lxant de maniere non covalente sur un acide nucl^Ique 
■ d-ouble brin- tel que, notamment, une mati^re colorante ou 
. un agent intercalant, apte a produire des modifications 
spectrales lorsqu 'il • est ' fixe sur un acide nucleiaue-ou 
lorsqu'il -n-esf pas' fixe sur un acide' nucleique. .. ■ • 

Outre les dispositions qui precedent, 
1 invention comprend encore d-autres dispositions, qui 
ressortiront de la' description qui va suivre, qui'se re- 
fers a des exemples de mise en oeuvre .du, procede objet de 
la pr^sentis invention:' ... 

II doit etre bien entendu, toutefois, -.que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d' illustration de 
I'ob^et de l'invention,dbnt ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 

■ Dans les ■ exemples qui suivent, les exemples 1 

^ 8 decrivent des modes de mises en oeuvre de I'hybrido 
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essai conforme a 1' invention ec les exemples ,9 a 11 
. .■:cie'crivenc- des modes de mise en oeuvre en phase homogene 
(dececuion en * presence ' d ' un agent intercalant ... 
I - Exemples du mode de mise en oeuvre en solution. 
5 A)' detection par compose radioactif : 

Sxemple 1 Detection du virus., de. papillome 
humain de type 16 (HPV 16) i 1 ' aide du proc6d6 conf o.rmal^.. 
1' invention/ utilisant deux amorces simples (Asl ,et As2) 
pour^ - 1 ' amplification d' enrichissement , et . une paire 
:10 d' amorce Ad-Ac pour 1 ' amplification de detection . 

Lors de 1 ' hybrido-essai conforme A 
1* invention, le nombre de cycles . au cpurs de 
* -I'ampiif icatidn* d' enric'hissement , ".la., dilution-. - -.z le 
nombre de cycles au cours de 1 * amplification c* '.'rZisC^xon 
15 dependent de la * sequence cible ^ amplifier ,et; .^..^detecter 
de." la- dilution et de la nature de 1 'echantillon . __ _ 
^* L ' amplification d * enrichissement peut com- 

prendre, a t itre" d ' exemple non limitatif, .entre: 20 et. 40 
V ■ cycles/ la dilution peut * etre comprise entre l/200e et 
20 1/100 OOOe et 1 ' amplification de . detection peut com- 

■ prendre de 3 a 15 cycles ; en ce. cas, ..les concentrations 
-' • •" en amorce*, lors de 1 ' amplification de detection- sont dix 

■ fois • "plus faibles que celles. .de 1 ' amplification 
'd* ehrichissement tout en obtenant .dans le- produit, final 

25 - un taux * d * incorporation tres e.leye d'amorce (-environ 
75 %)."'"•"•'■ ' 

Un autre exemple de mis.e en oeuvre du- procede 
conforme a 1' invention .comprend . - deux - series 
d' amplification d ' ehrichissement qui .-peuvent, a. titre 
30 • "'d'exemple nori limitatif, etre enyisagees comme- suit- : 

- lere amplification d' enrichissement (10-40 
cycles)', dilution 1/2006 ; _ 

2eme amplification, dlenrichissement: a partir 
• • - de la solution obtenue (10-40 cycles dilution 1/lOGOe ; 
35 - amplification de 4etectio.n (3-15 cycles) • 
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Preparation du supp o rt: : 
■• •■ ' I^es- supporrs utilises ici ' sonc' des tubes en 

• polystyrene a ailettes' recouverts dans un premier temus 
par de la serum-albumine-bovine (3SA) liee A de la bio- 
■^5 -tine puis, - dans un' second temps, par de I'.ayidine.. 

. ' ^ BSA-biotine dans 500 ^;1 de tamoon phos- 

.' -°^^te__(0^ffB_ M-pH 7,3) sont incubes . 2 . heures. ^. temoerarure 
■ ■• •ambiante dans les tubes a ailettes / Le liauide est vide 
'et remplace par 500 ^1 d'une solution d • avidine . ^ 5 mg/ml 
-dans le- meme tampon qu'on lais.se incutier d-nv ho„>-o. . 
temperature ambiante. Les sites libres du support ' sent 
ensuite. bloques- .par uhe ' solution a 20 ^tg/ml d.-ADN de 
sperme de hareng denature et sonifie. Les tubes oeuvent 
• et re -conserves -dans ce milieu" plusieurs semaines 

" L'arnblifi cation d ' enrichi ssemRn^ : . 

: La solution d'ADN a" tester est soumise A la 

premiere amplification. dans un milieu contenant un volume 
total - de 50 ^1 :-50 pmoTes de chacune des deux ' amorces 
Asl . .et AS2,- -300 ^ M de ' chacun des' . quatre ^ " desoxy- 
^rxbonucleosides triphosphates ' ' (c ' est-^-dire ' dATP, dCTP 
dGTP et dTTP) (Boehringer Mannheim), 1,5 mM de MgClo, 50 
■mM.de KCl, 10 mM de Tris-HCl pH 8,9, 0,01 % (P/V) de ge- 
latine et 2,5 unites.de Taq DNA polymerase (Amersham) . 
^ Trente- cycles d 'amplification sont "effectues grace A . un 
appareil- automat ique ■ (un cycle corresoondant a" 90 s de 
denaturation A 92'C, 90 s d'hybridation i 50-C et 120 s 

de polymerisation' £■ l'2'C) . 

■■■ - ^'amplification de' detection : 
- ■ 2 m de chaque echantillon prealablement . am- 
Plifie dans un- volume de 50' ^il sont dilues dans 400 m 
: . d'eau.-' 2- >1 " -de' cette solution ' (soit ' un l/5000e de 
1' amplification d' enrichissement) sont' ensuite soumis i 
.-. . I.' amplification -de detectionde" 12 cycles en un volume to- 
^..tal de-25 ^ dans le milieu d' amplification pr^cedemment 
35 decrit en presence des amorces modifiees : soit 5 cmoles 
d' Oligonucleotide biotinyle en 5' Ac3 et 5 pmoles 
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d * oiigonucieot ide Ad4 marque en 5* par du , I'aCwivite 

specif ique de iadice ■ sonde etanc' volontairement limitee a 
■50 ^000 'cpm/pmole ; I'acnivite cotale par .echantlllon e*st 
'de 250 000 dpm environ- . - . 

5 ■ ' " La figure 1 montre le principe du p.rocede de- 

crit ■ dans I'exemple 1. La paire d'amorces de 
'■! *amprif icatibn d ' enrichissement. est .representee, par ies 
amorces simples Asl et As2 ; la paire d'amorces de 
■1 * amplification de detection est. representee .par les 
10 amorces Ad4 marquees en 5* au . -^^P, en. - 1.* ^Jnonce Ac3 bio- 

" "tiny lee ... - - ^ 

- Fixation sur tube et detect ion., de --l-'.ADN pro- 

' duit' ' : ' 

- ' ' La cotalite des 25 p,! issue, .de 1 Vamplif ication 

i5"'"de ' 'det'eccionest transferee dans - un tube recouvert 
d'avidihe contenanc 475 (al'de tamp.on . de fixation ST (NaCl 
b/5 M, Tris-HCl 50 mM pH 9, 5 ), . La . f ixat ion.^se ; deroule en 
■ - a'ne ' heure' a 50*C, Les tubes, sont.ensuite vides/et rinces 
par 1 ml de ST-Tween 20 ci 1 %, une fois 5 min a:- .tempera- 
'•26' " ture ambiante, une fois 5 min a. 50 'C -et -une f ois : 5 min i 
50 'C par "1 ml de ST 0 , Ix-Tween 20^ 1 %, - 
• ' ' ^ ^ La radioact ivite f ixee . sur les tubes -est en- 

suite comptee directement par ef f et • Cerenkov ■ Les resul- 
■ tats sdnt exprimes^ par le ..rapport "R". de I'activite fixee 
25 dans le ' * tube sur 1' act ivite .totale .de depart Csoit 
250 000' cpm environ) . ■ ^ , , 

Exemple 2 : Detection ,du virus, du papillome 
hximain de type 16 (HPV 16) 1 ' aide du proc6d6 conforma d 
1 ' invention ^ utilisant deux„ amorces simples Asl et As2 
30 pour I ' amplification d • enrichissement, line paira Ac3-As4 
pour 1 ' amplification de detection, et une sonde. Ad5 pour 
la detection. " . . . 

On precede comme. dans ^1 'exemple^ 1 la diffe- 
rence porte sur la paire. d ' amorces de- .1 'amplification de 
35 detection et sur la detection. 
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. •••'''°^^^='''-^-^^°^iae.As4 n-esc pas marque --St la 

revela.xon est., .ssu^.e, apr.s ..aa.u.ation •! 
1 ecnanc.llon-. XOO-C. pa- une .hy.ri.acion avec 0,1 0.0^; 
ce sonde Ad5 (35-.e.) .arquee en 5' par 

L accivite specificue de la sonno - 

• ' sonce est rorte (2,5 in^ 

*nnn ^ ' ^^.iv.^e , totale par echantillon est de 

2o0 .000 cpm environ. • " «5u ae 



aores 



La sonde marquee Ad5 de rev41ation est ajouc*- 

10 cec.xon dans un rube .ecouverc. d ■ avidine con.enant .75 1 
ae .nxac.on ST, comme precise dans I'exemple 1 
^'^P^^ ^ = an Evidence de l^ADN d'HPV 16 

dan= des biopsies su.pecte= du col de I'ut^rus - 

,5^ .. °" Wopsies est 'extfaic cl assiauemenc 

15 au pnenpl-chXcrofo^e, apr.s lyse de la cellule et di,es- 
t.on ae. p.ot*ines .Maniatis et coll_„,l,.ulat clonL,, 

' ^932, 3 7 Laboratory 
'.H r ^s^: " 3*^,^--^"--- ^ ^"i-t ,orte.ent posH 
i-rf- , - etaxent -positifs (R > lo %, ■. -j^^ 

20 ,at.rs gardant un bruit de fond tr*s bas ' m ■< 1 " 

etant le rapport de l.activit. tir.,. dans . le tube sur 
1-act.v.t. totale de d.part, . .es valeurs issues de cette 
technxaue confor^e 4 1. invention sont corr^l.es avec^es 
resultats obtenus .par hybridation classicue sur filter 
2S .a.s pr*sentent, de mani.re inattendue. ^ne sensi: It" 
nettement supSrieure. - - -- "J-xxte 

_ ^ . Exempl, A : Mise en Svidence d'BPV 16 dens des 

ScouviXlonnages vaginaux. . = aes 

30 r=.H, ^couvillonnages vaginaux sont simolement 

30 re.xs en suspension dans du PBS sterile puis centrifuges 
Le culot est repris par 200 ' ^ d'eau et cort* 4 lOO'C 

n-rL^^-^^/V— et congel" - 
20 c, sur 8 echantxllons .traitis selon le protocole pre- 
cede^ent d*crit (exe.ple 1,, un seul s'est revele flL 
35 blement posxtif <r = 2.5 ,,3 .^^^^ une actl- 

vxte comparable . celle des t*.oins n.gatifs <H < 1 " . 
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ces resulta-s etanc toujours correles avec ceux issus de 
la technique d ' hyjaridacion sur. f litre. 

Exemple 5 : Utilisation d'une amor ce marqu^a 4 
l'iode^25^^ -—— — ■ 



De I'ADN de cellules infectees par le virus 
HPV16 et de _ I'ADN de cellules non infectees/' utilise 
comme temaLo-Joegatif , ont ete soumis' a une amplification 
d' enrichissement selon le protocole decrit dans 1' exemple 

1 . ' ... , • , • . ■ ■ • : 

Apres dilution au_ 5000e, 1 amp li'ficat'i on ' de- 
detection es_t__ effect uee en presence de ' 1 ' amor'ce ' de cap- 
ture Ac biotinylee et- d'un ' oligonucleotide de detection 

selon 'la technique decrite 



Ad marque .a 1 ' iode 



125 



en- 



dans, le. Brevet francpais. 8 8- 0824 O-: Le- marquage est limit e 
voiontairement a .. une activite specifique faible 
(375 0 0 0. cpm/tnole) •. La detection du duplex se deroule se- 
lon le protocole utilise . pour une' amorce' ' iinarqu^e au 
decrit . dans .1.' exemple 1. Le double brin est fix4''par la 
biotine sur. le tube couvert ■ -d ' avidine. ' Apres ' rincage, 
1 ' iode -^.-^^ , est mesuree par un 'compteur gamma'. " 





Resultats 


Rendement de 
comptage R 


(cpm fixes/cpm total) 


25 


Tl ( + ) 


(ADN de -biopsie • 
HPV16 positif) 


■ 21, 5 % 




■ T2 {•+) 


(ADN de biopsie 
KPV16 positif) . 


•. I6,5 %- 




T . (-) 


(ADN cellulaire 
■ HP VI 6 negatif) 


. .0,4 % 


30. 


Bruit de fond en absence' d'ADN 


0,04% 
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. . 3) Decec::icn non-racioaccive 

: Exemple 6 : R^v^lation" colorim6trique sur 

plaques de microtitration . Utilisafci«« 

w^iiisation d'une amorce por- 
tant le groupement dinitrophenyle .' ' 

cellules infecEees par le vi^us 
HPV 6 et de l^ADN g.ncicue sain ont .t.:.sou.is . une 
Pl.fxcacion d.en.ichis.se.enc, puis dilu.s selon le p!:. 
tocole aecrit. (voir exe.ple-1). L ■ amplification de detlc- 
txon est conduite en presence de 1- amorce de caotu^e Ac 
bxotxnylee et d'une amorce Ad^ortant en 5' le grouo'ement 
dxnxtroph.nyle introduit selon la technique d.crit 
le Brevet fran.ais 88 .08240.. La detection du • duolex" col 
..porte plusieurs etapes-. : . .... . • 

15 ^H- 1 • ^"^"°^^ion ^vec'un -anticorps antidinitro- 

15 P-enyle u du lapin ( Sigma • Chemical Co, dans un tamoon 
PBS (Phosphate Buffered Saline), Tween 20 1 %, bsa "l % 
(Bovine.serum Albumine), 1 heure a 37-c. — 

20 1 % BSA P"-^ ' - tampon- PBS Tween 

...^u 1.%, BSA.l. %, a temperature ambiante. -- - " ■ 

,,,,, . ■ avec un anticorps'-dilu^ A l/300e 

Chemical h . Phosphatase alcaline (Sigma 

Chemical Co), dans le meme tampon, l heure 4 37-c. 

BSA 1 . •■ '^""^^^^ ^"^"^ ^^2' 20 1 %, 

BiA 1 %, a. temperature ambianfe. 

....... „ 5. Revelation par • hydrolyse du phosphate de 

axnxtroDhenvle ^l<■^^ c,-^,, • r ^® 
uuuenyie (Jcit Sxgma). Lecture i 405 nm. - 



20 



25 
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R6sultats_ 


•DO ' 


Signal/Bruit 


Tl •( + ) (ADN de biopsie 
KPV16 positif) 


. 2' 6 


21,6... 


T2 (+). (ADN de biopsie 
KP.V16 posicif ) 




^ 15^8 ' 


T (-) (ADN de biopsie 
HP VI 6 negatif) 


.'■0,16 


■ 1,3' 


•Eh absence d'ADN 


0, 12 


. • . 1 ■ . ' 



10 SxeinplQ 7 : Autres . examples de detection par 

le proc6d.6, en solution, . ^. . - 

^ a). Amplif icacions : " - - ^' - ' 

Des extraits celiulaires- -bria-t-S^ -on't ete * prepa- 
res a partir de • cellules , Hela (HPV18 - + ) ■ et "de ' fibro- 

15 blastes (HPV -) : apres cencrif ugat ion', le culot cellu- 
iaire est repris par .250.;jil .^d' eaii et chauffe dix minutes 
a 100*C.. On elimine les debris • cellul-aires par une courte 
centrif ugation, et on recupere le surnageant qui contient 
les acides nucleiques s.olubles. ' ' 

20 Une amplification d ' ehrichissement en HPV18 

est effectuee dans un milieu-' PCR' classique, en presence 
de 50 pmoles de chacune des -amorces. Elle comportie 30 
cycles : denaturation •94'C "^1 min -30, " hybridation 50 
1 min et elongation 72 'C 1 min 30. — ^- • ^ - 

25 Une amplification de detection est conduite A 

partir d'une dilution au l/800eme de la solution 
d' enrichissement Cette amplification est effectuee avec 
deux amorces modifiees " : , la premiere comporte en 5' un 
residu dinitrophenyle, c'est 1 'amorce de capture, la 

30 deuxi^me un residu biotine, c'est 1' amorce de detection* 
Le milieu d* amplification contient 5 pmoles * de chaque 
amorce dans un volume po.tal- de -25 |il. Le ndmbre de' cycles 
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est ■ - de ■ 1 8 i 



aenacuracic i . . 

...r ^ ■ ■ :• nyoridation 

io^C 1 mm ec eidngacicn 72 'C 1 min. 

■b) Sacuration des cubes : 

''^^ ^'^^'^ Startubes p.etic .module sont 

o recouvercs avec des an.icorps anti-DNP . dans du- .ca.oon 
caroonane/bicarbonace de sodium 0, 05 M, oH g^S, ' MgCl, 

ruM, pendant une nu.t a 37-C. ; Les .sites libres sent 

^ensaite satures par ' une solution de BSA 2 % dans ie meme 
. tampon- pendant 3 heures ^ .temperature amb.iante. Les tubes 

10 sont ensuite- l.Ves 5 minutes . dans du PBS,, et ' conserves 
... -dans ce meme tampon a'4*C. 

c) Fixation des produits d • amoli f icat ion • 

■ ■" ■ • °"^^"i^<^ ^5 ul des produits d • amplification de 

detection dans 500 ^ de P3S pendant deux heures ' ^' 37 -c 

' poc:"?""'"' -^^ 500 m de 

_ PBS/BSA, 0 ,1 %./Tween 20 4 % puis deux . lavages, de . 5 min 

•dans .du PBS . - • • ' • 

■ , . °" P-^"^*^'^. ^"^'.'ite 4 u.oa'.aturatlon.courte de 
BSA <solut.on-4 3% dans du PBS) : one heure " 4 37-C. On 

lave 5 mm avec du PBS - 

°" 1^ "lution'd.'avidine-phospha- 

tase alcalina (dilu,:icn au " iViasOOtee ' dana du PBS) La 
, fixation de ce cnplexe se fait en ' trenre ..minutes 4 
temperature- ambiante.. Elle - est suivie par t ro is ' lavages 

•-^o.'. de 'S .mm dans du PBS . ■ 

d) Detection par fluorescence : 
■Le-substratde la phosphatase alcaline utilise 
•esf le 4-methylumbelliferyl phosphate. A la suite de la 
• coupure .du phosphate- par l-enzyme) le substrat ' devient 
30 .;fluor^sdent..- La ^ • longueur ' d -onde d^excitation est de2 
374 nm et la- longueur d'onde d' emission de la fluores- 
.„• cence es,t de 450 nm. ■ 

' OOSMH ^'^'P^^^^^^ une' solution stock de substrat 

35 Irl . P« '''' ^-Cl- 0,1 M, 

.35 MgCl2 5 mM., La solution de travail est obtenue par dilu^ 
txon au l/300eme de 1-a solution ' stock. On en -'utilise 
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500 \xl par cube. On laisse reagir 1 ' enzyme 15.min.puis on 
" rnesure la fluorescence bleue tres intense. 

Reglage du fiuorimecre : 0 % sur le campon '~" 

100.% sur I'ADN positif 
- 5 Mesure-de 1 * ADN negacif^ : 2 % 
: ' Mesure du blanc : 2 % 

e) Dececcion oar luminescence : . . 
* Le substrat: de luminescence est un derive des 
d-ioxetanes : ' 1 * adamanty 1-1 , 2-dioxetane. phosphate. La 
TO- luminescence^ est directement dependajute de 1' action de 
- l-' enzyme : 'la coupure du phosphate provoque- la formation 
d'un anion instable qui se scinde • ..Cette coupure cree un 
•nouve-l 'anion active qui' est responsable de la lumiere 
• emrse ." " „ ^ : ; ■ , . r : . : ^' 

1-5 Oh dispose d'une solution. . stock, i. ^^lO- mg/ml . 

" - Cette solution est diiuee lOO.fois dans du tampon ; carbo- 
- ■ nate/bicarbonate ' de sodium 0,05 M, pH 9, 5, MgCl^ , 1 ^^^^ *-'^=n 
en utilise 500 jii par rube. On laisse reagir 10 min pu.s 
' on' mesure' la lumiere dans un luminometre . - _ ^ : . - i 
20 Signal ' de' 1 'ADN positif : 245... ^ 

Signal de I'ADN negat.if 4 
Signal du blanc : 1/-8; - - ■■ » : 

Cette methode de detection atteint presque les 
vaieurs " de' sensibilite .des- methodes radioact ives;-. : Elle 
25' est une methode de choix pour une detection ^non-radioac- 
tive . 

f) Detection par colorimetrie • : 

* Le substrat utilise pour la phosphatase aica- 

line "est le p-nitrophenyl phosphate. La pjerte du* phos- 
30 phate par action enzymatique conduit . ^ un , compose' jaune 
dont on mesure la densite optique a.405 nm. 

On dissout deux pastilles de subs.trat phospha- 
tase Sigma 104 ^dans ^10 ml de , tampon di6thanolamine 
' 6,8 M, MgCl2 5 mMr pH.9,8.. On utilise 500 \il par tube. On 
35 laisse' reagir 10 minute,s i 1 • obscurite et.on: arretire la 
■ reaction par addition de 250 |J.l de -soude 2N . - ' • 
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• Mesurs-de i-'i^JDN posicif- : 0,32 O.D. . . 
Mesure de I'ADN negacif : 0,02 O.D. 
Mesure du blanc o,01 O.D. ■ 

•ir - Exemples • du ■ mode de ' raise e.n oeuvre en. phase .homo- 



.gene . 



Example 8 : Detection de I'ADN du virus da 
. papil-lome humain' de type _15_(hpv 16) 4 1 • aide du mode de 
axsa en oauvra en phase homog^ne conforme d 1 '.invention . 

■Les differe.nces solutions d'ADN A tester ont 
ete soumi^.^s.-ii.une premiere amplification dans un milieu 
. contenant en un volume, totar de 50 m : 50 cmoles.de cha- 
cune des deux amorces Al et A2, 200 de . chacun des 

quatre desoxyribonucleosides triphosphates • (c • est-a-d^ 
dATP,- dCTP/-.dGTP ec- dTTP,- C Boehringer Mannheim) .1^'^ 
. :de MgCl2,- 50 "iM de KCl, 10 mM de Tris-.HCl dH 8, 3 0 01 % 
(P/V) de gelatine et 2,5_unites de Taq DNA polymerase 
(Amersham.). Trente^ cycles d • amplification sont effectues 
.. grace- A un- appareil automatique (un cycle corresoondant a 
.-9.0 s ae: dehaturation- a 94-C, 90 s d ' hybridation.' a ' SO.'C et; 
120 s de polymerisation a. 12' C) 

• • 1 M-l de chaque echantillon .prealablement - am- 

Plxf^e est dilue dans 100 ^tl d ■ eau . l ^ de chaoue solu- 
txon (1/2 500e) est ensuite soumis A une deuxi.me serie 
-d amplifications de 15' cycles ' en un volume total de' 25 Lil 
dans le milieu d 'amplification precedemment decrit et 
■ contenant 5. .pmoles des 'deux amorces Bl et B2 . 
\ ' ' ^° de solution d- amplification, on ajoute 

1 m de bromure d'ethidium a 5 ^g/ml (soit 5 ng) ; on 
agxte, puis on observe les tubes sous U.V., a 254 nm 
Seules . les solutions contenant de i ' ADN ' viral de • HPV16 
emettent une fluorescence observable. Cela permet une 
discrimination rapide- entre les" ^chantiHons positifs et 
negatifs. 

„ ^ r^sultats • obtenus correspondent A ceux 

35 obtenus avec le gel de controle. 



25 



30 
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Sxemple 9 : Detection d'ADN viral de HPV18 
contenu dans un plasmide . 

On prepare des dilutions successives d'ADN 
piasmidique de pBr322 contenant ou non 1 '-ADN viral de 
•K?V18.-0n obtienc ainsi les concentrations de 20,: 10, i 
et 0,1 ng d'ADN pour 1 p.1 . 

--^ ' Les huit solutions d'ADN. ainsi -obt.enues sont 

soumises * a amplification dans un volume de 25. |J:1 . conte- 
nant' 3 "pmoles" de ' chacune des deux amorces et les 
quatre del^oxy'ribQ.nucleosides ^triphosphate :(200, ^IM) , " du 
' ' ,^??_''-2. 1/5- mM, du KCl 50 mM, du TRIS-HCl pH 8,3 -lO-mM, de 
• la 'gelatine 0,01 % (p/v) et 0,25 unite de Taq . DNA .polyme- 
rase-, Quinze cycles d * amplif ication sont . effectues a 
■I'aide d'un appareil automatique . ^: : denaturat ion a'^ 94 
15- pendant '1 minute 30, hybridation a. 55 'C pendant- i :-mindte 
_P^s ' elongation a 72 pendant 1 :minute . : • 
^ ' ' A la fin de ces quinze cycles, oa- a-joute dans 
• - - -chacun des tubes* 1 |j.l de solution de-bromure d'ethidium ^ 

- 5 -jJ.g/ml (soit 5 ng)-, on agite rapidement . puis - on^ observe 
2-0' les tubes sur une table lumineuse UV 254- nm>'. 5. ; : . 

Les tubes contenant les ^ solutions d'ampiifica- 

- tion de plasmide avec I'ADN viral (20, 10 et: 1- ng) fluo- 
" ■ rescent nettement, celui contenant 0,1 ng' de plasmide 
- avec ADN viral fluoresce legerement- et ceux contenant le 

25 plasmide seul ne donnent aucun signal. 

La detection au. bromure d'ethidium du produit 
de 1 • amplification d'un ADN .tr^s purifie et tres dilue 
est realisee imme'diatement apres 1 •;amplif icat ion et donne 
un resultat "tres signi f icatif . ... . - ■ . 

Example 10 : Autres exemples ; de . detection en 
milieu liquide direct : .... ; • - , 

1) Utilisation d'un, bis-benzimide ^ (denomme 
"HOECHST 33-258") : ^ . : . . - 

a) detection, de I'ADN- du ; virus du HIV 



30 
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(Syndrome de 1 ' Immuno D^ficience Acauise) . 

■cytes- de suL's '^'^ ^^^'^^'^^ " lymphocytes ou. mono- 
cytes, de -su^ets ; sa.ns ou porteurs du . . virus -de -.ate de 
su^et porteur du virus ni=» • • " 

' Piasmiae contenant . .un ^nse^r 

provenant de. la souch- KIVl/i^^ =«r,- -nsert 

r^^^^- . . -^iivi/iav sont soumis a une amoH- 

rication prxmaire, dans un volume de 50 al . 

= 1 I , ^-uuie ue jii, comme decrit 

aans I'exemple l.- - • • . v-=>-iit 



10 



15 



20 



25 



olifie H M "''^ ^^^^^t:illon . prealablement am- 

Plxfie est dxlue dans 200.^x1 d'HsO. 2 ^ de c^tte solu 
■ t.on- sont soumis. . une d.uxi Je. a.^i.icat" " 4 25 
cycles dans un volume final de 25 ^1 avec les. .amdr:es.-.L 
■ ■ 20 m de. cette^ solution sont ensuite d^ ^ ues 
dans l- ml de tampon Tris HCl 50 mM,;pH - 7:4 NaCl 2M- c;;;t" 

nant 1 ^1 final de HOECKST 33-258. ' ^''-^^"^^ 

Apr^s agitation, la fluorescence est me-suree- 
■dns u. spectrifluorim.tre Per.in Elmer .35 (excita^L^ 
360 nm emxssxon 450 nm) . L'appareil . est prealablement 
■etalonne avec -different es dilutions d 'ADN double br in 
gamme etalnn ; ' ■ - • 

Resultats de do I" 
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Resuitacs ce rat : 





TEMOIN H2C 


.LYMPHO+ 


LYMPHO-. 


MONO+ 


PLASMIDE + 


SOLUTION' 








+ 


. +++ 


FI.LTRE 




-r'-r 






■ ■ +++ 



b) Deteccicn de I'ADN du virus du Papillome 



Humain- de- types 16 et 18, 

5 p-l d'une solution de sunnageant de.. cellules 
: -HPV- _ra-+. (KELA) et " *HPV '16+ * (CASKI) , * (10^^ cellules dans 
.10. 250- M-l' d'H20) , et de f ibroblastes" n¥gatifs pour KPV, sont 
soumis a une amplification comiue decrit precedemment . 
/Apres une dilution au 200eme/* 2 |J.l sont soumis , une am- 
•r::.' plif ication se'condaire et mesure par fluorescence, 
aamme etalon : 



15 • l/5. |xg -0, T5 |ig 0,38 |ig' 0,19 |ag 0,1. |ag . . P |ag ADN 

:100.% -■ •48 %'• ' 20"%" ' 8 " /^2.% . 0-.,% 

HPV- 16 :" ^ 







.. . TEMOIN 


FIBROBLASTES 


7 : . . ..CASKI-. :" • •• 




SOQTHERN 






+++ ■ ■ 


2,0^ 


^SOLUTION 






+++ 






HPV 18 : ■ 










' TEMOIN 


FIBROBLASTES 


HELA 




■SOUTHERN 










SOLUTION 






+++ 


,25 




■2) Utilisation du DAP I : 





a) Detection de HPV 18 : 

Meme protocole que celui de I'exemple prece- 
.dent ; on teste deux dilutions" differentes : 1/50 et 
1/200. 
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•T^^s HCr -e-3cence est mesuree dans ua .campon 

DAPI (excitation: 3^2 ' » . contenanc 0„ 2, 

vcAw-u^cion- J, 2 n.'n, emxssion 454 

gamme' etalon ;: • • 



nm) 



1 , 5. ]ig 

100 , %, : 



0 , 75. 
50 % 
- HP V .18 



0;33 ng 
2 4 %' 



0, 19 "|ig 
12 % 



0, I lag 
6 % 



0 ^ig 

.. 0 % 







,TEMOIN . 


FIBROBLASTES 


10 .. 


SOLUTION . 1/200 


+ -r 






SOUTHERN 








- ' ■ • ^) Deteccicn de HIVl : 





ganune- etalon 
. • 2 ^g . 1 lag 
% 100 48 



Meme protocole que exempies precedents 



HIVl : ; 



0.5- ng ■ 0,25 0,12 ^g Q 

20 10 6 ■ ; . 




25 



20 



III -- Role de I'^tape (b) de dilution, 

S^'une dil r^'' '"^^"'""'^^^ Preli^inaires ont montre 
qu.une d.lutxon. au l/iOe entrainent un bruit de fond 

^^birLT. r^ "^"^^ -3 apr^s- la- liaison 

, nybricies. ^ la matrice . d ' af ^^inite 

■ nombre de cycles de la f ""^^^ ^^dependanunent du 

Ceci u.ur T f. 1^ ^^^'^^^eme serie d •amplifications . 
,Cecx peut. s'expliquer par le' fait oue la PCR est habi 
^ .tueXlement r.alis.e . en presence- d'-un exc^^ ilpor^a:; 
30 , d amorces, et qu'.apr.s une dilution au l/io., la ZZIT. 

- tr'7L::'^T''T — -en-.so^u:-::! 

la deuxieme serie 
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d * aoipiif icacionS/ il se produit aiors une competition 
'encre ies" amorces d ' amplification et. les . amorces de 
■ detection conduisant a une diminution de 1"' ef f icacite de 
la PGR. Des concentrations elevees en amorces ^ . peuvent 
5 egalement conduire a la formation d*amorces dimeres . 

La presence de debris cellulaires peut egale- 
ment conduire a une inhibition partielle de la reaction 
iorsque la PGR est realisee sur des echantillpns . .d' ADN 
brut- et une ■ dilution * au" l./lOe n'est pas suffisante pour 
10 les* el'iminer. Les valeurs de bry.lt. de -fond sont ■ cbtenues 
eh mesurant 1 * amplification de sequences non-^speci-fiques . 
Le signal . specifique est alo.rs defini 'comme le nombre de 
coups d*une amplification specifique apres^ spustraction 
de- la- valeur "de' bruit de fond, On estime la sensibilite 
15 de la procedure par la mesure- du .pourcentage de fixation 
de signal' specifique, Les resultats sont represerites sur 
la figure 3. La sensibilite de detection est - etablie 'en 
■•■■fonction du nombre de. cycles, - " . 

La figure 3 qui comporte, en abscisse le nombre 
20 de cycles et en ordonnee le pourcentage^.^de.. fixation 
» -montre • des PGR realisees sur des cellules HPV 18+ (Hela 
A, □/ O) et- des cellules KPV 18- (BJAB, - U, Jk, •) . La 
premiere amplification est realisee sur des cellules 
(2 . 10"^ ) . dans .un volume de 100'|J.1. Apres une dilution au 
25 1/lOe (O, •) , une dilution au l/200e (A, A), .et au 
1/2 OOOe (□,' ■) , les echantillons * sont soumis a une 
deuxieme amplification en presence d' une amorce marquee i 
I'iode 125 et d'une amorce biptinylee, Les- hybrides sont 
" ■ ' recuper^s et la radioact ivite est mesuree, L ' activite 
30 totale' est de 71 000 cpm/tube, . la valeur representee est 
le 'pourcentage de radioact ivite. fixee.'. 

Lorsque la dilution est portee • respect ivement 
au l/200e (A, A), et au 1/2 OOOe . M) , le nombre de 

copies de la sequence . cibie presentes au moment de * la 
35 deuxieme amplification sont initialement inferieures et 
entrainent une meilleure efficacite de la PGR.' La 'ohase 
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expo„e...elle est-alors plus ' i nporcance e. le plare.u est 

- raxson. la bru.t da fond commance . augmentar exponential- 

• lement ■ apr^s 16 et 20 cycles, 

•;• :*iwi-W.c.l.- report, d.. c. qui- „rte*d^, 
1 invention na se li.ite nullement 4 oaux da ses modes de 



mi:se-en- -oeuvre, de-. realisation et d' application : qui 



. , ^ ='^^^J.x^wcl^_io^ qui vi^^n- 

■ •■■• •nenc d.^etre- decrits dW fagon plus explicite ; elle 'en im- 

lo 'nir'! "^ . .-outea les variantes qui peuvent ve- 

10 nxr..^ I'esprit du - technici.eiL ea la mati^re/ ^^n-^ 

s.':ecarter du cadre, ni de' la portee i = ■ 

vention. " ' P^^^ente in- 
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RE VEND I CAT I ON S 



■ " * 1') Precede de defection de. .sequences speci- 

fiques 'd*acide(s) nucleique ( s) (sequence -ur4ique-et./ou m§- 
lange ' de sequences d'acides nucleiques) present:e (s) dans 
5 un echancillon bioiogique, comprenanc au-moins une ampli- 
' ficacion* enzymat ique, caracterise en ce qu ' apr^s • mise en 

solution appropriee de 1* echantilion . .biolog.ique . . pour 

excraire le/les acides nucleiques,.. ledit. procede ^comprend 
Ik 'detecrion "d*une sequence. .dVacide nucleique ou . d'un 
10 melange de sequences A l/alde. das. etapes suivantes- : . . 

' ' " ^ " (1) une etape d ' enrichlssement-^ en . sequence (s) 
cibies (s) par : • • 

(a) raise - en concacc de 1 ' echantillon bioiogique mis en 
solution/ avec au moins une paire d* amorces appropriees, 
15 pour amplifier au moins un fragment de ladi * -^des'^ ' ** *■ " 

sequences d'acide nucleique cible, lesditi ^.j 

s'hybridant a ladite/lesdites sequences cibies et permet- 
tant d'cbtenir une solution d* amplification 

d' enrichissement / et 
20 (b) au moins une dilution appropriee de la solution 
d ' amplification d ' enrichissement obtenue en (a) ; 

(2) une etape de detection des sequences 
cibies amplifiees obtenues, par : 

(c) mise en contact d'une fraction de la solution 
25 d' enrichissement obtenue en (b) avec au moins une paire 

d* amorces dont au moins 1 ' une des sequences est incluse 
dans la sequence cible amplifiee en (a) ; et 

(d) detection des copies d'acide nucleique cible double 
brin obtenues en (c) , par tout moyen approprie. 

30 2*) Precede selon la revendication 1, caracte- 

rise en ce que les etapes (a) et (b) sont repetees au 
moins une fois. 

3*) Proced6 selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterise en ce que la dilution de 

35 I'etape (b) est comprise entre l/50e et -1/100 OOOe. 
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rise en ce que la diiucion de l^etaoe (b) es^ 

■ -entre l/50e et 1/50 OOOe." - . ^°"»P^^se 

5 revendicacion 4, caracce-^ se r-^ , " 

• I'^taoe . ■ =-^--2e en ce que la diiucion de 

1 etape (b) est comprise en.re .l/50e et l/io OOOe, de 

preference entre l/200e et I/5 OOOe 

• • dications ,'7;^°^^^^-^- ^'-e quelconque ' des ' reven- 
10 I'Lar .. — ^ris. en ce que- les amorces de 

1 etape (a) sont des sequences nucleot idiques simple brin 
(amorce simple (As)) / aui s ■ hvbrident A 1. 
•appropriee. * nyoriaent a la. sequence cibl-e 

■ dicat.ons x7 -^on i.une quelconque- des reven- 

.. comprend 1 p:Le3 "^^'^'^^ "^"^ ..roupe-qui 

•. •■-apture-amorce' mod .i.e ptrinT?'^ un-. syst.me-^ - 

- Ad) <i-riee par un systeme de detection (Ac- 

■ Ad). les -paires amorce simple-amorce simole •(-Asl-As2) 

dictions x''I 7°'"Vc:-°" ''""^ ^-^-n,ue .es reven- 

25. serie H'::,mi^i;^- ,-^^^^P«, (c) (deuxxeme 

uiuns; est nettement inferieur-^ = i^ 

^antit* ..a™ utilis^e au COU.S L.tapTu, 
. ^ 9-) Proc4d4 selcn la revendication 8, caracts- 

r- tape '"""^"^ - — - 

etape (c) est au moxns cinq fcis plus faible aue la 
•quant.t*.d.amor=es utilis^e au cours de I'itape (I, 

■ dications , 1 T;;r"ct*ris:" """^ '""^--^^ -^^ 

caracterise en ce que lorsque • la naire 
d' amorces de T'er;?i-io • paire 

^^^P^ contient une amorce de capture 

•1' etape de detection (2) comprend • capture, 

^JKla mise en contact de la solution d ■ amplification de 
detection avec un support appropri. qui capte les frag- 
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mencs d'acides nucleiques porceurs de 1 '.amorce de capture 
(Ac) i.ncegree ; ' et ' ' " ' 

(e) ia~ revelation des copies d'acide nucleique cible 
double brin retenues sur ledit support, par tout moyen 
5 approprie; 

II*') Procede selon la revendicatidn 10, carac- 
terise en ce que lorsqu'une amorce de detectipn .(Ad) est 
integree dans un brin d'acide' nucleique. cible, au cours 
• de I'etape (c) , la detection de I'etape (e). est realisee 
10 a -;1 *;aide- de ladite amorce de detection (Ad)., • . 

' ^ . . ' * - " 12*) Procede selon la revendication iO,,. -carac- 
^terise "en ce que lors^qu'une amorce simple (As) --est- inte- 
gree' dans un brin au cours de I'etape (c) , la revelation 
-de l.Vetape (e) 'est realisee soit par hybridation des 
IS copies., d'acide nucleique cible double brin retenues sur 
• ■ le/vsupport avec une sonde de_ detection appropriee> ' soit 
pa -r; mise en - contact avec un compose . qui., interagit . avec 
■ l^a cide-- riucleique ^ do uble^' brin cible, .notamment. une 
; matiere colorante ou un ' agent intercalant apte- a produire 
20 des„ modifications specurales., puis detection^ ,desdites 
modif-ications' spectrales du compose qui' int.eragit.. ^avec 
I'acide nucleique double brin, par tout moyen approprie. 

13*) Procede selon I'une quelconque . des reven- 
; dications 1 a 9/ caracterise en ce. que lorsque la paire 
25 / d' amorces de I'etape * (cj ne contient pas d' amorce de 
. capture,- I'etape de detection (2) comprend : . 

(d) la revelation directe en phase homogene liquide des- 
dites sequences cibles amplifiees, par . mise en contact 
-r des- -acides nucleiques double brin, obtenus apr.es - les 
30 etapes (a) , (b) et (c) d^finies. ci-dessus,- soit. avec une- 
sonde de detection * appropriee, soit -avec un compose qui 
'interagit avec un acide nucleique double brin > .no.tamment 
. : -une matiere • colorante ou un agent intercalant .apte a' pro- 
duire des modifications spectrales . puis- detection des- 
35 dites modifications spectrales du compose .qui- interagit- 
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■ avec 1-acide nucleique double' brin,: par tout moyen aooro- 

14-) Procede selon la revendication 13, carac- 
^ terise en ce que ledit compose .est choisi oarmi les sub- 
stances- presentanc une modification, physico-chimique 
apres liaxson avec I'ADN double brin.. 

- 15-) Procede selon la revendication. 13 ou la 
revendication 14, caracterise en ce que le compose ' propre 
a produire • des modifications spectrales est un agent 
intercalant' fluorescent tel. que. not:aI^Inen^ ^^ k™._^ 
'd'^thidium ou un bis-benzimide . 

16*) Procede selon I'une quelconcue des reven- 
, dications.- 13- a 15, caracterise en ce . que les dilutions 
.successives - d'un ADN A tester,, " et . notamment d'un- ADN 
viral- a tester, sont soumises a une premiere- se-ie 
d' amplifications dans un volume convenable contenant au 
moxns deux sequences cibles propres a servir. de'. matrices, 
les quatres ' desoxyribonucleosides triphosphates, 'une 
•..quant-ite appropriee de- Taq DNA polymerase, dans une-solu- 
tx-on. tampon appropriee " a pH 8,3- contenant une faible 
quantite (de 1 - ordre de 0,01 % p/v) de gelatine, les pro- 
duxts de la premiere serie d • amplifications 6tant ensuite 
soumxs a une deuxieme etape de dilution, puis . une 
deuxieme ■ serie d • amplifications dans ' un . . milieu 
:d -amplifications qui est avantageusement similaire a 
celux mis en oeuvre dans la premiere serie 
d'amplxficatiohs- et qui contient au moins deux sequences 
cxbles : propres a servir de matrices, apres ouoi le com- 
pose propre ^ produire des modifications spectrales est 
aDoute a la- solution ^d' amplifications obtenue a la suite 
de.-la deuxiefae serie d ■ amplifications 'pour ' reveler I'ADN 
vxral double brin eventuellement pres.ent dans ' les solu- 
tions . ■ 

' ^"^'^ Cbffret; kit' ou ensemble coordonne, pret 
A I'emploi, pour la mise en oeuvre du procede selon I'une 
quelconque des revendications 1 a I6, caracterise en ce 
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qu' outre des quancites utiles de tampo.ns et de reactifs 

appropfies pour la mise en oeuvre de iadite detection, il 
comprend au moins : 

^ des doses appropriees d'au moins une pre- 
miere paire d'amorces appropriees, pour la . realisation de 
I'etape (a) dudit procede ; 

des doses appropriees d'au moins- _ _urve— 
deuxi^me- paire d'amorces appropriees, pour la- realisation 
de I'etape (c) dudit precede' ;' et eventuellement 

- des doses appropriees d'une sonde appro-, 
-priee, pour la ' realisation de I'etape (e). dudit • procede 
et/ou 

• • - des ■ doses appropriees d'au moins -un .• compost 
■^se -iiant de mani4re non ccvalente . sur, un acide nucleique 
15 - double brin • tel que, notamment, .une matiere colorante oia.. 
un agent- intercalant, ante a produire des- ■ modif icati^finis. _ 
■ • spectrales lorsqu'il est fixe, sur un. acide nucleique ou 
lorsqu ' il" n '-est pas fixe sur un acide nucleique. 

18') Application du procede selon I'une quel- 
20- conque des revendications 1' a 16, a la detection des.. 
maladies gen^tiques tant humaines, animales que vege- 

• tales . 

19*) Application du procede selon I'une quel- 
-conque des revendications 1 a . 16, A la . detection des 
25 maladies infectieuses tant humaines, animales que .vege-. 
■ tales . ' 

20*) Application du procede selon- I'une quel- 

• conque des revendications l 16, . a la detection, des 
maladies •tumorales tant humaines, animales que vegetaies. 

21*) Application du. procede selon 1' une.' quel- - 
conque des revendications 1 a 16, au controle- des echan- 
tiilons biologiques. ■ ... ■ 

22') Application du procede selon I'une quel- 
conque des revendications la 16, au typage; cellulaire . 
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